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肉障害を呈することが明らかとされ,こ の症状はハマチでも報告 されている。魚類養殖の際,タ ンパ
ヘ
ク源 と して,比 較 的 脂 質含 量 の 高 い イ ワシ,サ バ な どの 冷凍 魚 や,魚 粉 を用 い る場 合 が多 い。筆 者 は,
イワシ,サ バを冷凍貯蔵 し,』含有脂質の酸化特数を測定 したところ,約ユ年の貯蔵で過酸化物価(POV)
は64か ら1』79に,カ ルボニル価(COV)は40か ら70に 上昇 した。すなわち養魚飼料は,保
存状態によっては脂質過酸化物をはじめ.様 々の酸化生成物を含有する可能性があり,個 々の酸化生
成物の毒性 とその毒性発生機構を究明することは養殖事業において重要である。従来の報告は,自 動
酸化油を分画せずにそのまま投与 した り,分 画した場合でもその構成成分についてはあいまいな点が
多く.酸 化油中のいかなる成分が毒性を有するか不明であった・





第2章 過 酸 化 物 お よ び 二 次 酸 化 生 成 物 の コ イ へ の 長 期 投 与 試 験
Fig・1に 示 した方法で リノール酸メチル過酸化物とその二次酸化生成物を調製 し,こ れらを2%
添加 した飼料で平均体重329の コイを120日 間飼育 した。その結果をTable1に 示す。酸化油投
与両群では対照群に比べ成長が劣 り,特 に二次酸化物投与群では,飼 育開始直後か ら成長の低下が認
められた。飼育50日 目ごろから酸化油投与両群にセコケ病を呈す るものが出現し始め,飼 育終了時
には,両 群のほとんど全てのコイが罹病 していた。筋肉の分析結果をTable2に 示す。従来の報告 と
同様に.酸 化油投与両群の水分含量の増加,TBA値 上昇の傾向がみられた。肝すい臓,腹 腔内脂肪
組織,腸 管脂質のPOV,GOVをTabie3に 示 した。腸管以外の臓器では,POVの 上昇が見られ
ず,従 ってコイに過酸化物を投与 しても魚体内にそれが吸収蓄積されることはないと考えられた。一
方,脂 肪組織および腸管脂質の00Vを みると,明 らかな上昇が認められた。Fig.2に 各群の肝す
い臓 ミトコンドリアコハク酸脱水素酵素活性を示す。酸化油投与両群にわずかな活性低下の傾向がみ
られたが,ラ ットで報告されているような著 しい活性低下は認められなかった。
以上の結果から,過 酸化物,二 次酸化生成物はいずれ もコイに成長不良,セ コケ病などの障害をお
こすこと,ま た両者の毒性はほぼ同等であることが明らかとなった。なお,過 酸化物投与群では,各
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臓器脂質中に過酸化物の蓄積が全 く認められなかったが,脂 肪組織,腸 管脂質にカルボニル化合物が
明らかに増加 したことは,コ イに投与 した過酸化物の一部は腸管で吸収される際分解 し,カ ルボニル
化合物などの分解物として体内に吸収され,こ れら分解物が障害をもたらすことを示唆した。
第3章 コ イ 腸 管 に お け る リ ノ ー ル 酸 過 酸 化 物 の 分 解 と,
分 解 生 成 物 の 同 定
前 章 の結 果 よ り推 測 され た コイ腸 管に お け る脂 質 過 酸化 物 の分 解 と,そ れ に伴 な うカル ボ ニル化 合
物の 生成 を確 認 す る ため,0.5mMの リノー ル酸過 酸化 物 と,コ イ腸 管 りん酸 緩衝 液 抽 出液 を20℃
で40分 間 反 応 させ,過 酸 化物 分 解 量 とカ ル ボ ニル生 成量 を 調 べた(SystemE)。 な お,反 応 へ の
酵 素関 与の 程 度 を検 討す るた め,腸 管 抽 出液 を10分 聞煮 沸 した ものを対 照 と した(SystenlC)。
また,EDTAとcyanideの 添 加 効果 を み るこ とに よ り,金 属 イ オ ン,ヘ ム化 合物 の関与 も合 わ せて
検討 した 。そ の結 果,コ イ腸 管抽 出液 に よ り大 部分 の 過 酸化 物 は分 解 され た(Table4)。 た だ し,
本 条 件 下 では 対 照系 で も実験 系 に ほぼ 匹 敵 す る量 の過 酸化物 分 解 がみ られ た こ とか ら,コ イ腸管 は非
酵 素的 な過酸 化 物分 解 作用 を 持 つ こ とが うか がえ た 。一方,カ ル ボ ニ ル生成 量(Fig.3)で は,実
験 系 で対 照 系 よ り多 くの カル ボ ニル,特 に不 飽和 カ ル ボニ ルが 生成 して い る こ とか ら,酵 素 関 与 の経
路に よ る リノ ール酸 過 酸化 物 の不 飽 和 カル ボ ニルへ の変換 が 推 測 され た 。 また,過 酸化 物 分解 量,カ
ル ボ ニ ル生成量 いず れ に も,EDTA.cyanide添 加 に よ る抑 制 効果 は ほ とん どみ られず,コ イ腸管
の過 酸化 物 分 解 に伴 な うカル ボ ニル生 成反 応 に は.金 属 イ オ ン,ヘ ム化合 物以 外 の 熱 不安 定 な酵 素 様
物質 が 関 与す る と思 われ たが,酵 素 関 与 を断 定 す るに は さらに酵 素化 学的 実験 が必 要 で あ り,詳 細 は
な お不 明 で あ った。
以 上 の結 果 か ら,コ イ腸 管 抽 出液 は 脂 質過 酸 化物 を 分解 し 、カル ボ ニル 化合 物 な どの分 解 生成 物 に
変換 す る ことが確 認 され たの で,そ の 同定 を試 み た 。 しか し,コ イ腸 管抽 出 液 は腸 管 由来 の様 々な脂
質 を 含 み,分 解 生成 物 の分 離 は困 難 な た め,ア セ トンパ ウ ダー とした とこ ろ,Table5に 示 した よ う
に 腸管抽 出液 で の結 果 とほぼ 同様 の結果 が得 られ た。 また 分 解生成 物 のTLC上 での パ タ ー ン も同様
で あ った ので,以 下 の実 験 で は腸 管 抽 出液 を アセ トンパ ウ ダー と して用 いた 。 また,リ ノール 酸過 酸
化 物 は4種 の 異 性体 の混 合物 で あ るが,生 成物 相 互 の分 離や 構 造解 析 を 容易 に す るた め,4種 の なか
の1異 性 体 で あ る13-hydroperoxy-o・9一 か11-octadecadienoicacid(13-LAHPO)
を 自動 酸化 リノ ール 酸 よ り ドライ カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィーに よ り分 離 精製 し,こ れ を基 質 と した 。
反応 生 成物 を メチ ルエ ス テル と した の ち シ リカ ゲル カ ラ ムで,ヘ キサ ソ ・エ ー テル 系濃 度 勾 配溶 出で
分 画を行 うと,Fig・4に 示 す よ うに4種 の 化 合物 に分 離 された 。 そ こで これ らを,UV.IR.GC-
MS。NMRに よ り分 析 し,Fig。5に 示 した4種 の化 合物 と同 定 した 。特 に1の13-oxo-9,
11-octadecadienQicacidは 共役 ジ エ ノ ン構造 を有 し,過 酸化 物分 解に よ り生 成す る カル ボ ニ
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ル化合物ゐ本態であることが明らかとなった。
第4章 コ イ に お け る リ ノ ー ル 酸 メ チ ル 過 酸 化 物 の
吸 収 と,吸 収 形 態
前章 までの 結 果か ら,コ イ に投 与 した脂 質過 酸 化物 は,腸 管 で ケ ト脂 肪 酸 な どに 分解 され たの ち魚
体 内 に 吸収 さ れ る と推 測 され た ので,標 識 リノ ール 酸 メチ ル過 酸 化 物 を用 い て',脂 質過 酸化 物 の各 臓
器へ の 吸収 お よび吸 収形 態 を検 討 した 。す なわ ち,コ イ にU-14Cぎ リノール酸 メチル 過 酸化 物(14G
-MLHPO)あ るいはUj4C一 リノー ル 酸 メチル(14C-ML)を0 .1雇/1009体 重 投与 し,24
時 間後 の 各臓 器脂 質 の放 射 活 性,放 射 解分 布,過 酸化 物 お よび カル ボ ニル含 量 をみ た(Table6)。
放 射 能 回収 率 は,14C-ML投 与 群 の29.8%に 対 し,14C-MLHPO投 与群 で は83%で あ った が,
この う ち腎 臓,脂 肪 組 織,お よびそ の他 の 内臓 脂 質p放 射 活 性 が高 か った 。 また,こ れ らの臓 器 脂質
には,カ ル ボ ニル量 が明 らか に増 加 して いた 。各 臓器 脂 質 を メチ ル エス テ ル と した の ちTLCで 展 開
した ときの 放射 能分 布 をFig.6に,比 較 のた め 前章 の13-L込HPO分 解 生成 物 メチ ル エス テル
のTLC上 分 布をFig.7に 示 した。 各臓 器脂 質 と もケ ト酸 メチ ル,ヒ ドロキ シ酸 メチ ル 画分 に強 い
放射 活性 が み られ,ま たRf,0.3付 近 に も放射 能 が分 布 して い るこ とか ら 、ヒ ドPキ シエ ポ キ シ酸 メ.
チル の存 在 が推 定 された 。 同様 に,メ チル化 した 各 臓器 脂 質 中 の ケ ト酸 メチ ル,ヒ ド巨キ シ酸 メチル
含量 を高速 液 体 ク ロマ トにて 定量 した 結果 をTable7に 示 す。 この結果 か ら,各 臓 器 に 吸収 され た放
射 能 の うち,10～26%は ケ ト酸,23-37%は ヒ ドロキ シ酸 の形 で取 り込 まれ る ことが わか り,
この結果 は前 述 のTLCで の結 果 とほぼ 一 致 した。
一 般 に
,動 物 に よ り摂 取 された 脂質 過 酸化 物 は,消 化 管 で グル タ チ オ ンペ ルオ キ シ ダ ーゼに よ り還
元 さ れた の ち,ヒ ドロキ シ酸 として体 内に 吸収 され る と考 え られて い るが,得 られ た結 果 に よ る と,
コイに リノ ール酸 メチ ル過 酸 化物 を投与 す る と,ヒ ドロキ シ酸 以外 に も,ケ ト酸 と して 吸収 され るこ
とが確 認 され た 。
第5章 リ ノ ー ル 酸 過 酸 化 物 分 解 生 成 物 の 毒 性
脂質過酸化物のコイに対する毒性発生機構を解明するため,前 章でコイに リノール酸メチル過酸化
物を投与 した際の吸収形態として確認あるいは推定 したケ ト酸(K酸),ヒ ドロキシ酸(H酸),ヒ ド
ロキシエポキシ酸(HE酸)の 珈 漉γ・ における毒性を検討 した。すなわち ,上 記3種 の脂肪酸を
リノール酸過酸化物より誘導 し,そ れぞれのコイ赤血球膜,コ イ血漿コリンエステラーゼ,コ イ肝す
い臓 コハク酸脱水素酵素におよぼす影響を検討 した(Fig.8)。HE酸 とK酸 がほぼ同等の強い溶血
力を示 し,ま たH酸 にもかなりの溶血活性が認められた。各酵素に対する不活性化作用をみると,HE
酸は対照としたリノール酸と同程度なのに対 し,K酸 はいずれの酵素も最 も強 く不活性化し,特 にコ
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リンエ ス テ ラ ーゼは10mMで ほ ぼ100%失 活 した。 以 上示 した よ うに,過 酸 化 物分解 物 、特 に ケ
ト酸 の 翫 読 γoで の毒 性 が 明 らか とな った の で,グ トリノール 酸 メチ ル(K群),ヒ ドロキ シ リノ ー
ル酸 メチル(H群)を2%含 む 飼料 で コイを14日 間飼 育 した の ち各 種 酵 素活 性 を測 定 し,リ ノ ール
酸 メチ ル(L群)お よび リノー ル 酸 メチ ル過 酸化 物(HP群)投 与群 のそ れ と比 較検 討 した。 投与 期
間が短 い ため,各 群 間に 明 らか な差 は認 め られ なか ったが,コ リンエ ス テ ラー ゼお よび コハ ク酸 脱 水
素 酵 素活 性 を 測定 した結 果(Fig.9),酸 化 脂肪 酸 投 与 各群 で活 性 低 下 の傾 向 が あ り,特 にK群 で の低
ノ
下が 最 も大 きか った ・セ コケ病 の症 状 と して血糖 値.筋 肉TBA値 の上 昇が 報 告 され てい るの で,両
値 を 測定 した と ころ(Fig・10),酸 化 油 投与 各群 に若 干 の上 昇 がみ られた 。 また,血 中 ク レアチ ンホ
ス ホ キナ ーゼ活 性 の 上昇 は,進 行 性 筋萎縮 症 の 症 状 と されて い るが,セ コ ケ病 も一 種 の筋 萎 縮症 と さ
れ る・そ こ で,本 活 性 を測 牢 した と ころ,Fig・11に 示 す よ うにK群 は他 群 に 比 し上 昇 の傾 向 が あ り,
本群 はす でに セ コ ケ病 の初 期症 状 を 呈 して い る可能 性 が考 え られ た 。
これ らの 結果 か ら,コ イ に リノ ー ル酸 メチル過 酸化物 を投 与 した際 の吸 収形 態 であ る ケ ト酸,ヒ ド
ロキ シ酸,ヒ ドロキ シエ ポキ シ酸は,い ず れ も コイに 毒 性を お よぼ す が,こ の うち ケ ト酸は最 も強 い
毒 性 を示 す こ とが 明 らか とな った。
第6章 総 括
自動酸化油中の魚類に対する毒性原因物質を検索するため,コ イに純粋なリノール酸メチル過酸化
物とその二次酸化生成物を120日 間投与 したところ,両 者ともセコケ病,成 長不良などの障害をも
たらすが,過 酸化物 と二次酸化生成物の毒性はほぼ同等であることが明らかとなった。過酸化物投与
群では.魚 体脂質中に過酸化物の蓄積は全く認められなか ったが,腸 管および脂肪組織脂質中にカル
ボニル化合物が明らかに増加 したことから,脂 質過酸化物は腸管で分解され,カ ルボ『=ル化合物など
の分解生成物に変換されたのち魚体内に吸収されるものと思われた。そこで,コ イ腸管抽出液とリノ
ール酸過酸化物を反応させた ところ ,過 酸化物の分解にともなうカルボニル化合物の生成が確認され、
分解生成物としてカルボニル化合物であるケト酸のほか,ヒ ドロキシ酸,ヒ ドロキシエポキシ酸を同
定した。また姓C一 リノール酸メチル過酸化物をコイに投与した結果,各 臓器に14Cの 取 り込みを認
め,さ らに上記3種 の脂肪酸の存在を確認 した。これら3種 の脂肪酸のコイにおよぼす毒性を ぬ
7鹿γ・,珈 伽 ・ 両面か ら検討した結果,い ずれも毒性を示したが,な かでもケト酸に最も強い毒
性を認めた。:
以上の結果から,コ イに投与 した脂質過酸化物は各種分解生成物として吸収され,そ れら分解物に
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審 査 結 果 の 要 旨
油脂は空気中で次第に酸化 し,ヒ ドロペルオキシド(HPO)や,そ の分解物を生ずるが,こ れ
らを含む自動酸化油の栄養価は未変化のものに較べ劣り,と きには毒性を呈す ることが知 られて
いる。 自動酸化油は魚類に対 して も障害をおこし,飼 料中に自動酸化油を含むと成長不良や死亡
率の増加がおこる。 また俗に 「セコヶ病」 といわれる筋肉障害を生ず ることが知 られており,と
くにコイやハマチに生 じやすい。
従来,コ イに認め られるせコヶ病は自動酸化油とくに生成したHPOに よるとされていたが,そ
の本態の詳細については不明であった。本研究はコイを用いセコケ病の原因物質および発生機構
を解明しようとしたものである。
本論文は6章 に分れているが,そ の第1章 においては従来の研究を紹介 し,問 題点を指摘 して
いる。第2章 では従来の試験は各種酸化物の混合物を用いているため明確な結果が得られていな
い点を考慮 し,リ ノール酸メチルヒドロペルオキシドを単離 し,コ イに与えている。また,HPO




第4章 では標識 リノール酸メチルヒドロペルオキシドを用い,そ の分解物の体各部への分布を
検討 している。第5章 では上記の結果に基づき,有 毒と認められた,ケ ト酸 ヒ ドロキシ酸,ヒ
ドロキシエポキシ酸などのコイに対する毒性の程度を比較 し,こ れらはいずれも毒性を呈するが,
とくにケ ト酸の作用の強いことを見出した。
以上の結果より,コ イにHPOを 給与すると腸管より各種分解物 として吸収され,このうちケ ト
酸は魚類に対し最 も強い毒性を発揮することを突きとめた。
本研究は従来不明だった自動酸化油の魚類に対する毒性発現機構を解明したものであり,脂 質
生化学,水 産養殖の分野に新知見を加えた と認められるところから農学博士の学位を与えるに充
分な価値を有すると判定 した。
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